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Das Gen PRV-1 und dessen Verwendung 



Beschreibunq 



Die Erfindung betrifft eine Nucleotidsequenz , die das PRV-1- 
Gen codiert, rekombinante DNA, die diese Nucleotidsequenz 
enthalt, Vektoren, die die rekombinante DNA enthalten und 
damit trans formierte Zellen, sowie ein PRV-l-Polypeptid, 
Antikorper gegen dieses Polypeptid, Verfahren zum Nachweis des 
PRV-l-Polypeptids und Arzneimittel enthaltend das PRV-1- 
Polypeptid oder gegen das PRV-l-Polypeptid gerichtete 
Antikorper. 

Die Polycythaemia rubra vera, auch als Polycythaemia vera oder 
P. vera bezeichnet, ist eine maligne hamatologische 
Erkrankung, bei der eine vermehrte Bildung erythroider , 
granulozytarer und megakaryozytarer Zellen vorliegt. Die 
Erkrankung ist klonalen Ursprungs und entsteht durch Mutation 
einer einzigen hamatopoietischen Vorlauf erzelle . Die Inzidenz 
der P. vera betragt 4 bis 6 pro Million Einwohner in 
Deutschland. Unbehandelt fiihrt die Krankheit innerhalb von 18 
Monaten zum Tod. Eine Behandlung durch Aderlasse oder 
Chemotherapie verlangert die durchschnittliche iiberlebensdauer 
auf iiber 13 Jahre. 

Die Diagnose der P. vera erfolgt iiber klinische Kriterien. Zum 
klinischen Bild gehoren Kopf schmerzen, Pruritus, Splenomegalie 
bei zwei Drittel der Patienten, Blutungen oder Thrombosen, 
Bluthochdruck bei einem Drittel der Patienten, Gicht, 
ausgelost durch gesteigerte Harnsaureproduktion und in manchen 
Fallen septische Ulcera. Der wichtigste Laborbefund ist eine 
Erhohung der Werte fiir Hamoglobin, Hamatokrit, 
Erythrozytenzahl und Erythrozytengesamtvolumen sowie eine 
neutrophile Granulozytose oder Thrombozytose in vielen Fallen. 
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Da einerseits die meisten Kriterien eher diffus sind und 
andererseits nicht alle Patienten diese Kriterien erfiillen, 
ist es haufig schwierig, die P. vera von anderen 
myeloprolif erativen Erkrankungen, wie chronischer myeloischer 
Leukamie, oder essentieller Thrombozytamie, abzugrenzen und 
damit die Diagnose zu sichern. Die molekulare Ursache der P. 
vera ist bisher vollkommen unbekannt . Da aber die P. vera, 
wenn sie nicht behandelt wird, einen schweren Verlauf nimmt, 
ist eine genaue Diagnose wichtig. 

Eine Aufgabe der Erfindung war es daher, die molekulare 
Ursache der Polycythaemia rubra vera aufzufinden und eine 
Moglichkeit zu ihrer Diagnose zu schaffen. 

Diese Aufgabe wurde gelost, indem ein Gen isoliert wurde, das 
spezifisch bei P. vera und nicht bei gesunden Kontrollen 
exprimiert wird. Dieses Gen wird als PRV-l-Gen (Polycythaemia 
rubra vera) bezeichnet. 

Eine ahnliche Nucleotidsequenz wird in der internationalen 
Anmeldung WO 98/50552 offenbart. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher ein Polynucleotid, das 
fur das PRV-l-Gen codiert und im wesentlichen die Sequenz ID 
Nr. 1 umfaflt. Die Polynucleotide der vorliegenden Erfindung 
konnen einzel- oder doppelstrangige DNA oder RNA sein. Falls 
es sich urn RNA handelt, ist dem Fachmann klar, dafl anstelle 
von "T"-Nucleotiden M U" -Nucleotide vorliegen. Unter 
"Polynucleotid" sind Nucleinsauren mit 15 oder mehr 
Nucleotiden zu verstehen. 

Die erf indungsgemafle Nucleotidsequenz ist in Figur 1 
wiedergegeben . Gegenstand der Erfindung ist daher ein 
Polynucleotid, das der Sequenz von Figur 1 entspricht, sowie 
ein Polynucleotid, dessen Nucleotidsequenz geringfugige 
Abweichungen aufweist (Variante) . Unter geringf iigigen 
Abweichungen werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche 
Sequenzen verstanden, bei denen einige wenige, vorzugsweise 
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nicht mehr als 50 und besonders bevorzugt nicht mehr als 25 
Nucleotide ausgetauscht sein konnen, wobei jedoch die Funktion 
des durch die Nucleotidsequenz kodierten Gens nicht beriihrt 
wird. Dem Fachmann ist bekannt, da/5 ein fur eine Aminosaure 
kodierendes Basentriplett durch ein anderes Triplett ersetzt 
werden kann, das fur dieselbe Aminosaure kodiert. Dariiber 
hinaus konnen weniger wichtige Bereich geringfiigig deletiert 
und/oder mutiert sein. In einer besonderen Ausf iihrungsf orm 
umfaflt das Polynucleotid die Nucleotide 36 bis 1346 der 
Sequenz Nr. 1, also den kodierenden Bereich des PRV-l-Gens . 
Weitere Ausf iihrungsf ormen umfassen die Nucleotide 36 bis 1262 
bzw. 36 bis 1238 von Sequenz Nr. 1. Dieser Bereich kodiert 
vermutlich fur den aktiven Bereich des PRV-l-Polypeptids . Das 
Polynucleotid der Erfindung kann schliefllich auch die 
Nucleotide 39 bis 1346, 39 bis 1262 oder 39 bis 1238 von 
Sequenz Nr. 1 umfassen, so dafl das Codon, das fur das Start- 
Methionin kodiert, nicht enthalten ist. Eine bevorzugte 
Ausf iihrungsf orm ist ein Polynucleotid, das die Nucleotide 99 
bis 1346, 99 bis 1262 oder 99 bis 1238 von Sequenz Nr. 1 
umfaflt. Es sind damit die Codons am 5'-Ende, die fur das 
Signalpeptid des PRV-l-Polypeptids kodieren, nicht enthalten. 

Das erf indungsgemafie Polynucleotid kann auch ein Fragment des 
PRV-l-Gens sein. Das Fragment weist in der Regel mehr als 100 
Nucleotide auf, bevorzugt aber mehr als 300 Nucleotide. Die 
Fragmente konnen auch als Primer oder als Sonden insbesondere 
fur die PCR eingesetzt werden, in diesem Fall konnen die 
Fragmente dem Zweck entsprechend verkiirzt sein. Ublicherweise 
haben Primer eine Lange zwischen 10 und 30 Nucleotiden und 
Sonden eine Lange zwischen 15 und 50 Nucleotiden. 

Das PRV-l-Gen ist ein korpereigenes Gen, das jedoch bei 
gesunden Personen nur auf wenige Organe beschrankt exprimiert 
wird. Normalerweise wird es im wesentlichen in den 
blutbildenden Organen, d.h. im Knochenmark und f Staler Leber, 
und schwach in der Milz exprimiert, nicht jedoch in Herz, 
Muskel, Pankreas oder Niere. Bei Patienten, die unter P. vera 
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leiden, wird dieses Gen, vor allem in den hamatopoietischen 
Zellen, sehr stark iiberexpriraiert . 

Das PRV-l-Gen kodiert fiir ein Protein, das die in Figur 2 
gezeigte Proteinsequenz aufweist. Das Signalpeptid, das in der 
Proteinsequenz samtlicher Oberf lachenmolekiile enthalten ist 
und bei der Prozessierung des Proteins iiblicherweise entfernt 
wird, ist durch einen Bindestrich abgetrennt. Das Protein hat 
die Sequenz ID Nr. 2. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist 
also ein iin wesent lichen reines Polypeptid der Sequenz Nr. 2 
oder ein Polypeptid der Sequenz Nr. 2, bei dem das 
Signalpeptid nicht vorhanden ist (Aminosauren 22 bis 437 von 
Sequenz Nr. 2). Weitere Ausf uhrungsf ormen umfassen die 
Aminosauren 1 bis 409, 22 bis 409, 1 bis 401 oder 22 bis 401 
der Sequenz Nr. 2 (vermutlich aktiver Bereich des Proteins). 

Das erf indungsgemafie Polypeptid ist im Hinblick auf die 
biologische Aktivitat vorzugsweise glycosyliert , am 
bevorzugtesten ist es N-glycosyliert . Es kann dann an 
wenigstens einer der Aminosauren Asn-46, Asn-189 und Asn-382 
des PRV-l-Polypeptids glycosyliert sein (Die Aminosaurenzahlen 
beziehen sich auf die Sequenz Nr. 2). Die Erfindung schlieflt 
auch Fragmente der erf indungsgemafien Polypeptide ein, die N- 
glycosyliert sind. Die Fragmente sind wenigstens 50 
Aminosauren lang, bevorzugt wenigstens 100 Aminosauren, am 
bevorzugtesten wenigstens 150 Aminosauren. In einer anderen 
Ausfuhrungsform kann das Polypeptid O-glycosyliert sein. 

Dem Fachmann ist klar, dafl bestimmte Aminosauren gegen andere 
ausgetauscht sein konnen ohne die biologische Aktivitat des 
Proteins zu beeintrachtigen. Solche abgewandelten Formen der 
erf indungsgemaflen Polypeptide sind auch Gegenstand der 
Erfindung (Varianten) . Bei den Arainosaureaustauschen handelt 
es sich um solche, die die biologische Aktivitat des Proteins 
nicht negativ beeintrachtigen. Fur die Auswahl der Austausche 
kann der Fachmann auf allgemein bekannte Regeln zuriickgreif en. 
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Das PRV-l-Polypeptid kann herstellungsbedingt beispielsweise 
einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker aufweisen. Dieser ist 
dann an den Aminosauren gebunden, die den Minosauren 407 bis 
409 der Sequenz ID Nr. 2 entsprechen. Ein GPI-Anker dient 
dazu, ein Protein mittels eines Lipids auf der Aufienseite der 
Zellmembran zu verankern. Aus bislang nicht endgiiltig 
geklarten Griinden beobachtet man aber haufig, dafl GPI-gelinkte 
Proteine auch ins Medium abgegeben werden. Man spricht von 
einem sogenannten "shedding". Ob dies ein spezifischer Prozefl 
ist, das heiflt solche Proteine in einer kontrollierten Weise 
von Enzymen aus der Membran abgespalten werden, oder ob es ein 
unspezif ischer Verlust des Ankers ist, ist bislang nicht 
geklart. Es ist also sehr wahrscheinlich, daii PRV-1 sowohl an 
der Zellmembran als auch extrazellular zu finden ist. Fur die 
Wirkung als Wachstumsf aktor und Wachstumshemmer ist 
wahrscheinlich die sezernierte, nicht Membran- gebundene Form 
wichtiger, da sie als Wachstumsf aktor diffundieren und andere 
Zellen erreichen kann. 

Dem Fachmann ist klar, dafl er durch Manipulation dieser C- 
terminalen Aminosauren die Membranstandigkeit des Proteins 
beeinflussen kann. Dies betrifft vor allem die Herstellung 
bestimmter DNA-Konstrukte, die zur Expression des PRV-1- 
Polypeptids oder von Fragmenten davon bestimmt sind. Die 
Codons, die fiir diese Aminosauren kodieren, konnen mutiert 
oder deletiert sein. 

Das Gen codiert fiir einen Oberf lachenrezeptor der uPAR/Ly6- 
Familie. Diese Rezeptorenf amilie kann mitogene Signale, d.h. 
Signale, die die Zellteilung anregen, iibertragen. Es wird 
daher angenommen, dafl die Uberexpression des PRV-l-Gens, unter 
anderem auf den Knochenmarks zellen von P. vera-Patienten, zu 
einer Hyperprolif eration dieser Zellen beitragt. 



Es wurde gefunden f daii weder bei gesunden Personen noch bei 
Patienten mit anderen myeloprolif erativen Erkrankungen, z.B. 
mit chronischer myeloischer Leukamie, akuter myeloischer 
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Leukamie, essentieller Thrombozytamie oder sekundarer 
Erythrozytose PRV-1 auf Granulozyten exprimiert wird. 

Urn das von dem PRV-l-Gen codierte Polypeptid fur Analysen und 
Nachweisverf ahren einsetzen zu konnen, wird es in geeigneter 
Weise aus rekombinanter DNA erzeugt, wobei die rekombinante 
DNA bevorzugt die Nucleotidsequenz ID Nr. 1 oder wenigstens 
den kodierenden Bereich des PRV-l-Gens, also die Nucleotide 36 
bis 1346 von Sequenz ID Nr. 1, oder aber wenigstens die 
Nucleotide 39 bis 1262 oder 39 bis 1238, funktionell verbunden 
mit einem Promotor, umfaflt. Die rekombinante DNA kann jedoch 
auch nur ein Fragment der Sequenz Nr. 1 umfassen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, der die 
rekombinante DNA fur das PRV-l-Polypeptid oder ein Fragment 
davon enthalt, sowie eine mit diesem Vektor transf izierte oder 
trans formierte Wirtszelle. Die Wirtszellen konnen 

prokaryontisch sein, beispielsweise Bakterien wie E. coli. 
Dabei werden jedoch nicht-glycosylierte Polypeptide 
exprimiert, Bevorzugt sind daher eukaryontische Wirtszellen, 
die das exprimierte Protein posttranslational glycosylieren 
und anderweitig modifizieren konnen. Beispiele fur 
eukaryontische Wirtszellen sind Insektenzellen wie Sf9-Zellen 
zur Expression nach Infektion mit rekombinanten Baculoviren, 
Saugerzellen wie 293-Zellen, COS-Zellen, CHO-Zellen, HeLa- 
Zellen. Diese Beispiele sind nicht erschopfend. Auch 
Hefezellen sind als Wirtszellen moglich. Dem Fachmann ist 
klar r dafl je nach Wirtszelle das Glycosylierungsmuster 
unterschiedlich sein kann. Damit kann auch die biologische 
Aktivitat des Expressionsprodukts variieren. Besonders 
bevorzugt sind Wirtszellen, die das Express ionsprodukt derart 
glycosylieren, dafi die biologische Aktivitat des Proteins 
erhalten ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verf ahren zur 
Herstellung eines erf indungsgemafien Polypeptids . Dabei wird 
eine fur das erf indungsgemafie Polypeptid kodierende DNA in 
einer Wirtszelle zur Expression gebracht. Je nachdem, ob das 
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exprimierte Polypeptid von der Wirtszelle in das Kulturmedium 
sezerniert wird oder in der Zelle verbleibt, werden fiir die 
weitere Gewinnung des Pplypeptids das Kulturmedium oder die 
Zellen eingesetzt. Das erf indungsgemafie Polypeptid wird 
daraufhin durch im Stand der Technik bekannte Verfahren, 
beispielsweise chromatographische Verfahren, angereichert bzw. 
gereinigt. Methoden der Proteinreinigung sind beispielsweise 
beschrieben in Scopes, R. , Protein Purification: Principles 
and Practice (3rd edition), Springer Verlag (1994). In einer 
besonderen Ausf iihrungsf orm umfafit das erf indungsgemafie 
Verfahren einen Schritt, in dem glycosyliertes Polypeptid 
angereichert bzw. gereinigt wird. Dieser Schritt kann 
erfolgen, bevor das erf indungsgemafie Polypeptid im 
wesentlichen gereinigt worden ist oder nachdem es bereits im 
wesentlichen gereinigt worden ist. Im letzteren Fall wird dann 
der glycosylierte Anteil des gereinigten Polypeptids 
abgetrennt und gewonnen. In der bevor zugtes ten Ausf iihrungsf orm 
des Verfahrens wird spezifisch N-glycosyliertes Polypeptid 
gewonnen. In einer weiteren Ausf iihrungsf orm des Verfahrens 
wird Polypeptid gewonnen, das an wenigstens einer der 
Aminosauren Asn-46, Asn-189 und Asn-382 der Sequenz Nr. 2 
glycosyliert ist. 

Das aus Granulozyten gewonnene oder rekombinant erzeugte PRV- 
1-Polypeptid kann sowohl zur Diagnose von Polycythemia vera 
als auch zur Behandlung der Krankheit eingesetzt werden. 

Eine Moglichkeit der Therapie besteht in der sogenannten 
"Antisense-Therapie " . Bei diesem Verfahren wird ein 
"Antisense M -RNA-Molekul, also eine RNA, die komplementar ist 
zu der PRV-RNA, eingesetzt. Da die PRV-1-RNA an ihrem Anfang 
die Sequenz 5 ' -AAAAGCAGAAAGAGATTACCAGCC-3 ' (Seq. ID-No. 3) 
hat, wiirde die erf orderliche Antisense-RNA gegen diese Sequenz 
die folgende Nucleotidsequenz aufweisen: 5'- 

GGCTGGTAATCTCTTTCTGCTTTT-3 ' (Seq. ID-No. 4). Diese Antisense- 
RNA wird in einen Vektor eingebaut und in P. vera-Zellen 
eingebracht. Das Einbringen dieser RNA erfolgt beispielsweise 
iiber Trans fektion, wobei der fiir die Trans fekt ion verwendete 
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Vektor vorzugsweise so gestaltet ist f dafl er spezifisch in die 
P. vera-Zellen eingebracht wird. Die Expression der Antisense- 
RNA bewirkt, da/5 die PRV-l-mRNA nicht mehr zu einem Polypeptid 
trans latiert werden kann. In derart behandelten Zellen 
entsteht dann kein PRV-l-Protein. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren 
zum Nachweis von P. vera, das dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
man das PRV-l-Polypeptid Oder ein Epitop davon nachweist und 
das Ausmafl der Expression bestimmt. 

Eine tiberexpression dieses Rezeptors auf reifen Zellen 
auflerhalb des Knochenmarks , z.B. auf Granulozyten, ist ein 
starker Hinweis auf das Vorliegen der Erkrankung P. vera- Der 
Nachweis erfolgt geeigneterweise mit einem Immunoassay unter 
Verwendung von Antikorpern, die gegen den PRV-l-Rezeptor 
gerichtet sind. Als Testverf ahren eignen sich die bekannten 
Varianten von Immunoassays, bei denen fur das PRV-l-Polypeptid 
spezifische Antikorper eingesetzt werden zusammen mit weiteren 
markierten Antikorpern, die immobilisiert oder in Losung sein 
konnen. Die Markierung kann in an sich bekannter Weise 
erfolgen, z.B. mit radioaktiven Isotopen, durch Fluoreszenz 
Oder Lumineszenz, mit Enzymen, durch farbbildende Reaktionen 
oder sonstige zur Bestimmung geeigneten Gruppen. Diese 
Varianten sind dem Fachmann bekannt und bediirfen hier keiner 
naheren Erlauterung. Erf indungsgemafi werden ELISA-Tests 
besonders bevorzugt. 

Die zum spezifischen Nachweis des PRV-l-Rezeptors 
erf order lichen Antikorper konnen ebenfalls in an sich 
bekannter Weise hergestellt werden. Geeignet sind sowohl 
monoklonale als auch polyklonale Antikorper, wobei die 
Verwendung monoklonaler Antikorper bevorzugt ist. 

Fur die Herstellung von Antikorpern konnen auch aus dem 
Protein hergeleitete Peptide benutzt werden. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung wurden erfolgreich die Peptide mit den 
Sequenzen: 
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a) KVSDLPRQWTPKN (Aminosauren 34 bis 46) [Seq. ID-No. 5] und 

b) SAREKRDVQPPASQH (Aminosauren 391 bis 405) [Seq, ID-No. 6] 
eingesetzt . 

Die polyklonalen Antikorper werden ublicherweise erzeugt, 
indem ein geeigneter Wirt (Kaninchen) mit dem PRV-1- 
Polypeptid, gegebenenf alls gebunden an einem immunologischen 
Trager (Adjuvans), inununisiert und eine Immunantwort 
hervorgeruf en wird. Monoklonale Antikorper konnen in an sich 
bekannter Weise mit der Hybridoma-Technik erzeugt werden. Die 
Antikorper konnen durch Af f initatsreinigung gereinigt werden. 
Herstellung und Reinigung von Antikorpern sind beispielsweise 
beschrieben in "Antibodies: A Laboratory Manual" von Harlow 
und Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

Weiterhin konnen derartige polyklonale oder monoklonale gegen 
PRV-1 gerichtete Antikorper auch zur Therapie der Krankheit 
verwendet werden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm kann der Nachweis des PRV-1- 
Rezeptors mit einem RT-PCR-Verf ahren erfolgen. Dazu wird 
zunachst aus den PRV-1 iiberexprimierenden Zellen, in der Regel 
Granulozyten, RNA isoliert. Dann wird in an sich bekannter 
Weise mit einem RT-Primer eine reverse Transkription 
vorgenommen. Der RT-Primer ist bevorzugt ein Primer mit der 
folgenden Nucleotidsequenz (SEQ ID-No. 7) 

ATTAGGTTATGAGGTCAGAGGGAGGTT . 

Dadurch wird die spezifische PRV-1-RNA in DNA umgewandelt. 
Diese DNA wird dann in einer PCR-Reaktion in an sich bekannter 
Weise amplif iziert . Fur die Amplif ikationszyklen werden 
bevorzugt die folgenden beiden Primer eingesetzt. 



Als Primer sense (SEQ ID-No. 8) 
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GCAGAAAGAGATTACCAGCCACAGACGG . 
Primer antisense (SEQ ID-No . 9) 
GAATCGTGGGGGTAATAGAGTTAGCAGG . 

Mit der offenbarten Sequenz kann der Fachmann ohne weiteres 
andere ebenfalls geeignete Primer auffinden. 

Da die RNA als Ausgangsmaterial fiir dieses Verfahren verwendet 
wird, ist das PCR-Signal nur in solchen Fallen positiv, in 
denen das PRV-l-Gen auch exprimiert wird. Wie oben ausgefiihrt, 
ist dies nur dann der Fall, wenn der Patient unter P. vera 
leidet. Bei gesunden Patienten erfolgt keine PRV-Expression in 
den Granulozyten. Die Abwesenheit eines RT-PCR-Signals deutet 
also daraufhin, da/3 keine P. vera vorliegt. Vorzugsweise 
erfolgt die Quantif izierung in dem RT-PCR-Verf ahren mit Hilfe 
der TaqMan e -Technologie. Fiir diese Quantif izierung wird neben 
Primern auch eine "probe" benotigt. Die bevorzugte Sequenz der 
" probe M ist 5 ' -TTCTTGTTGAACC AC ACC AGACAAATCGG- 3 ' 

(SEQ ID NO:10). Daher ist die quantitative RT-PCR zum Nachweis 
des PRV-l-Transkripts ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung. 

In einer weiteren Alternative kann auch ein Blotting- 
Verfahren, bevorzugt ein Northern Blot, zur Diagnose einer P. 
vera benutzt werden. Fiir ein derartiges Verfahren wird die RNA 
aus Granulozyten isoliert und dann mit einem Blotting- 
Verfahren, z.B. Northern Blot, auf die Expression von PRV-1 
untersucht. Als Sonde kann die cDNA-Sequenz von SEQ ID Nr. 1 
oder ein Abschnitt der Sequenz verwendet werden. Eine 
Hybridisierung tritt nur dann auf, wenn die Granulozyten von 
einem Patienten mit P. vera stammen, da nur dann eine 
Expression auf den Granulozyten vorhanden ist. Die Abwesenheit 
einer Hybridisierung deutet daraufhin, dafl die Person, von der 
die Granulozyten stammen, keine P. vera hat. 

Fiir die Northern Blot-Hybridisierung kann auch ein Fragment 
des Gens eingesetzt werden. Ein derartiges Fragment ist 
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iiblicherweise mehr als 100 Basen lang, vorzugsweise mehr als 
300 Basen lang. Alternativ hierzu konnen durch Verdau des Gens 
mit Restriktionsendonukleasen verschiedene unterschiedliche 
Fragmente des Gens hergestellt werden, die als Sonden im 
Northern Blot verwendet werden konnen. Wenn die Fragmente von 
der cDNA herstammen, liegen sie als Doppelstrange vor, die fur 
die Hybridisierung in die Einzelstrange aufgetrennt werden 
miissen. Geeignete Beispiele sind das Bam HI-Pstl-Fragment von 
Basenpaar 420 bis Basenpaar 831 oder das Pstl-Pstl-Fragment 
von Basenpaar 831 bis Basenpaar 1900. 

Der Nachweis von PRV-l-mRNA und damit der PRV-l-Expression 
kann auch dadurch erfolgen, da/3 zunachst in einer RT-PCR- 
Reaktion die mRNA revers transkribiert wird und die cDNA 
anschlieflend amplifiziert wird und dann die amplif izierte DNA 
mit einer Sonde in einera Hybridisierungsverf ahren nachgewiesen 
wird. 



Bei einer positiven Diagnose mufl die Krankheit behandelt 
werden, da sie ansonsten in relativ kurzer Zeit zum Tod fiihrt. 
Hierzu konnen spezifische gegen PRV-1 gerichtete Antikorper 
verwendet werden, an die gegebenenf alls zytotoxische 
Komponenten gebunden sein konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein 
Arzneimittel, das neben iiblichen Tragern gegen den PRV-1- 
Rezeptor gerichtete Antikorper enthalt. 

Da bei der P. vera der PRV-l-Rezeptor uberexprimiert wird, 
kommt es bei Kontakt mit dera Anti-PRV-l-Antikorper zur Bindung 
von vielen Antikorpern auf der Oberflache der befallenen 
Granulozyten. Die Bindung vieler Antikorper an diesen Zellen 
ist ein Anreiz fiir die immunologischen Zellen, diese Zellen zu 
zerstoren. Auf diese Weise ist eine spezifische Eliminierung 
der P. vera-Zellen moglich. 

Uberraschenderweise wurde auch gefunden, dafi das PRV-1- 
Polypeptid hamatopoietische Aktivitat aufweist. Das PRV-1- 
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Polypeptid ist in der Lage, bestimmte hamatopoietische 
Vorlauferzellen zur Bildung erythroider Kolonien anzuregen. 
Vor allera die N-glycosylierten Polypeptide von PRV-1 weisen 
diese Funktion auf. Von den erf indungsgemaflen Polypeptiden 
sind daher die N-glycosylierten PRV-l-Polypeptide und 
Fragmente davon, die die Wachs turns f aktoraktivitat auf weisen, 
bevorzugt . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist daher ein Arzneimittel, 
das neben einem pharmazeutisch vertraglichen Trager das PRV-1- 
Polypeptid oder ein biologisch aktives Fragment davon enthalt. 
Bevorzugt handelt es sich urn glycosyliertes PRV-l-Polypeptid, 
noch bevorzugter urn N-glycosyliertes PRV-1 -Polypeptid oder ein 
biologisch aktives Fragment davon. Die Erfindung betrifft auch 
Arzneimittel, die wenigstens ein erf indungsgemaJies 
Polynucleotid enthalten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung 
von PRV-l-Polypeptid oder einem biologisch aktiven Fragment 
davon oder einer biologisch aktiven Variante davon als 
Wachs turns faktor in vivo und ex vivo. Das PRV-l-Polypeptid oder 
ein biologisch aktives Fragment davon oder eine biologisch 
aktive Variante davon kann verwendet werden zur Behandlung 
samtlicher pan-Zytopenien und pan-Zytopathien im Knochenmark 
und in der Zirkulation (Anderung der zellularen Bestandteile 
des peripheren Blutes und des Knochenmarks) . Die Polypeptide 
der vorliegenden Erfindung konnen beispielsweise verwendet 
werden zur Behandlung von Anamien bei Nierenversagen, 
Chemotherapie oder Ganzkorperbestrahlung, zur Behandlung von 
Neutropenien und Thrombozytopenien unter Chemotherapie oder 
Ganzkorperbestrahlung, zur ex vivo Behandlung von peripheren 
oder Knochenmarks-Stammzellen zur Expansion (Vermehrung) und 
Retransfusion in den Patienten, und zur Behandlung von Sepsis, 
"systemic inflammatory response syndrome " (SIRS) oder 
regionaler Entzundungsreaktion. Die Polypeptide der 
vorliegenden Erfindung oder diese enthaltende Arzneimittel 
konnen auf verschiedenste Weise appliziert werden. Die 
Darreichungs f ormen umf as sen intravenose , intramuskulare , 
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subkutane, intraperitoneal, orale, transdermale und 
transmukosale Verabreichung . 



Auch die erf indungsgemafien Polynucleotide konnen zur 
Behandlung von pan-Zytopenien und pan-Zytopathien verwendet 
werden. Ziel ist dabei die Expression eines PRV-l-Polypeptids 
Oder eines f unktionellen Fragments davon in Zellen des 
betroffenen Patienten. Dabei kommen vor allem Verfahren der 
Gentherapie zur Anwendung. Zellen des Patienten konnen 
isoliert werden und mit einem erf indungsgemaflen Polynucleotid 
transfiziert werden (ex vivo-Manipulation) , um dann dem 
Patienten wieder zugefiihrt zu werden. Es sind auch Verfahren 
denkbar, bei denen die erf indungsgemaBen Polynucleotide durch 
viralen Transfer in die Zielzellen gelangen. Expression der 
eingefiihrten Nucleinsauren fiihrt dann zu hamatopoietischer 
Aktivitat . 



Uberraschenderweise wurde ebenfalls gefunden, dafi das PRV-1- 
Polypeptid in hoherer Konzentration eine hemmende Wirkung auf 
das Wachstum von Zellen hat. So wurde beispielsweise 
f estgestellt, dafl vermehrte Zugabe von PRV-l-Protein die 
Bildung erythroider und granulozytarer/monozytarer Kolonien 
praktisch vollkommen unterbindet. Dieser Effekt ahnelt der 
Wirkung von Inter f eron-a, welches unter anderem therapeutisch 
bei der chronischen myeloischen Leukamie (CML) und bei der P. 
vera verwendet wird. Eine korpereigene inhibitorische Substanz 
hat grofle Vorteile gegeniiber einem chemischen Zytostatikum wie 
Hydroxyharnstof f , der verwendet wurde , als Interf eron-a noch 
nicht verfiigbar war und zum Teil immer noch verwendet wird. 
Ein Nachteil von Interf eron-a ist f dafl dieser Wirkstoff sehr 
schwere Nebenwirkungen hat. Die Patienten fiihlen sich, als 
wiirden sie an einer schlimmen Grippe leiden. Die vorliegende 
Erfindung stellt eine die Hamatopoese inhibierende Substanz 
zur Verfugung, wobei die hemmende Aktivitat 

konzentrationsabhangig ist . 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung 1st daher die Verwendung 
eines in dieser Anmeldung beschriebenen PRV-l-Polypeptids zur 
Henunung des Wachstums von Zellen, insbesondere die Verwendung 
als Zytostatikum. Bevorzugt wird das Polypeptid zur Henunung 
des Wachstums von hamatopoietischen Zellen eingesetzt. Die 
Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erf indungsgemafien 
Polypeptids zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von proliferativen Erkrankungen. Solche Erkrankungen sind 
insbesondere die myeloprolif erativen Erkrankungen, P. vera, 
Essentielle Thrombozythamie, Myelof ibrose , CML sowie samtliche 
Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung eines in 
dieser Anmeldung beschriebenen Polynucleotids, eines 
biologisch aktiven Fragments oder einer biologisch aktiven 
Variante davon zur Hemmung des Wachstums von Zellen. Das 
Polynucleotid kann in einen geeigneten Vektor eingebaut werden 
und in geeignete Zielzellen transfiziert werden. Nach 
Expression des PRV-l-Polypeptids oder eines biologisch aktiven 
Fragments davon oder einer biologisch aktiven Variante davon 
in entsprechender Konzentration kommt der 

wachstums inhibierende Effekt zur Geltung. Ebenso kann das 
Polynucleotid in einen viralen Vektor eingebaut werden, wonach 
entsprechende Zielzellen viral infiziert werden, was zur 
Expression von PRV-1 fuhrt. Die Erfindung betrifft auch die 
Verwendung eines Polynucleotids dieser Anmeldung zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
proliferativen Erkrankungen wie z.B. die myeloprolif erativen 
Erkrankungen, P. vera, Essentielle Thrombozythamie, 
Myelof ibrose, CML sowie samtliche Leukamien und Lymphome sowie 
solide Tumoren. 

Die Erfindung betrifft auch Kits zum Nachweis entweder von 
Polycythaemia vera oder von Storungen des hamatopoietischen 
Systems. Diese enthalten ein erf indungsgemafies Polynucleotid 
und/oder ein erf indungsgemafies Polypeptid und/oder einen oder 
mehrere erf indungsgemafie Antikorper. Daruber hinaus kann das 
Kit noch einen Behalter oder Zusammensetzungen, die zur 
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Durchfiihrung von Nachweisreaktionen geeignet sind, enthalten. 
Beispiele fiir solche Zusammensetzungen sind Puf ferlosungen, 
Reagenzien zum Blockieren von Membranen, 

Hybridisierungslosungen, sekundare Antikorper , 

Substratlosungen fiir Nachweisreaktionen und andere. Das Kit 
wird bevorzugt zur Durchfiihrung von PCR-Reaktionen, RT-PCR, 
Northern Blots, Southern Blots, Western Blots, ELISA, RIA oder 
ahnlichen Reaktionen verwendet. 

Zur Erlauterung werden folgende Beispiele angegeben. 
Beispiel 1 

Charakterisierunq des PRV-Gens 

Die folgenden Experimente wurden durchgef iihrt , urn das Gen zu 
charakterisieren: 

- Granulozyten wurden aus Blutkonserven oder Aderlassen 
von P. vera Patienten nach folgendem Protokoll isoliert: 

- Blut wurde mit einem gleichem Volumen an 3% Dextran- 
Losung in 0.9% NaCl versetzt und 20 Minuten bei Raumtemperatur 
(RT) stehengelassen. 

- Der Ansatz trennte sich in zwei Phasen. Die obere helle 
Phase wurde abgenommen und 10 Minuten bei 1800g und RT 
zentrif ugiert . 

- Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im 
gleichen Volumen 0.9% NaCl resuspendiert . 

- Jeweils 35 ml der Zellen in NaCl wurden auf 15 ml 
Ficoll-Hypaque geschichtet. 

- Dann wurde 60 Minuten bei 1800g und RT ohne Bremse 
zentrif ugiert . 

- Es bildeten sich ein Zellpellet und zwei Schichten mit 
einer Interphase. 

Schichten und Interphase wurden abgesaugt und das 
Zellpellet 30 Sekunden lang in 10 ml eiskalter 0.2% NaCl 
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resuspendiert und nach 30 Sekunden wurden sofort 10 ml 
eiskalte 1.6% NaCl zugegeben . 

Die Zellen wurden 10 Minuten bei 1800g und RT 
abzentrifugiert . 

Dann wurde einmal in 10 ml PBS gewaschen und 
abzentrifugiert . 

- Das Zellpellet enthielt 95-99% reine Granulozyten. 

Aus diesen Zellen wurde mit Standardmethoden RNA 
isoliert . 

- 10 mg dieser RNA wurden in einem Northern-Blot auf die 
Expression von PRV-1 untersucht. Als Sonde wurde die gesamte 
cDNA-Sequenz von SEQ ID Nr. 1 verwendet . 

Dieser Versuch wurde an 39 P. vera Patienten und 2 9 Kontroll- 
Blutkonserven durchgef iihrt . Es wurde eine starke 
Hybridisierung der PRV-1 Sonde bei P. vera Patienten gefunden. 
Bei gesunden Kontrollen wurde keine Hybridisierung beobachtet. 

Beispiel 2 

PRV-1 hat Wachs turns f aktor-Aktivi tat 

Aus einer schwangeren Maus wurden Embryos am Tage 13,5 nach 
Befruchtung entnommen. Die fotalen Lebern wurden entnommen. 
Die darin enthaltenen Zellen wurden mittels Antikorper 
angefarbt und durch Saulen-Chromatographie fur bestimmte 
Zellen angereichert, fiir andere Zellsorten depletiert. Es 
resultiert ein Zellgemisch, das fiir bestimmte hamatopoietische 
Vorlaufer zellen (sog. colony forming units-erythroid, CFU-E) 
angereichert ist. So sind in der fotalen Leber insgesamt 
ungefahr 2% CFU-E, in den angereicherten Zellen aber 30-4 0% 
CFU-E . 



Diese CFU-E wurden retroviral trans f iziert . Dazu wurde 48 
Stunden vorher eine sogenannte "packaging cell line", genannt 
293-T, ihrerseits transf iziert . 293-T-Zellen sind eine 
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etablierte humane embryonale Nieren-Zellinie . 293-T-Zellen 
sind stabil mit mehreren Genen eines Retrovirus transf iziert . 
Werden nun diese 293-T-Zellen mit zwei Plasmiden, genannt pOS 
und pKAT, transf iziert , produzieren die 293-T-Zellen ein 
Retrovirus, das murine f Stale Leberzellen infizieren kann. 
Transf iziert man die 2 9 3-T-Zellen mit einem leeren pOS-Vektor 
und pKAT, wird ein "wild typ" Retrovirus produziert, das nur 
retrovirale Proteine exprimiert. Hat man hingegen in den pOS- 
Vektor ein humanes Gen einkloniert, z.B. PRV-1, wird ein 
Retrovirus produziert, das, wenn es Zellen inf iziert hat, 
dieses Protein exprimiert. Das Retrovirus wird von den 293-T- 
Zellen in das Zellkultur-Medium sezerniert. 

Nach zwei Tagen wird das Zellkultur-Medium der transf izierten 
293-T-Zellen, welches das Retrovirus enthalt, geerntet und 
einmal durch einen 0,45 Jim Filter filtriert. Urn die fotalen 
Leberzellen zu transf izieren, werden diese Zellen mit dem 
filtrierten Zellkultur-Medium, welches das Retrovirus enthalt, 
vermischt und 2 Stunden bei 1800 rpm, 20°C unter Zugabe von 
Polybren zentrif ugiert . Anschlieflend werden die transf izierten 
fotalen Leberzellen in einem Medium kultiviert (Methocult, der 
Firma Cell Systems), welches zusatzlich zu den ublichen Salzen 
und Aminosauren, fotales Kalberserum, 0,0001-0,4 IU/ml 
Erythropoetin (EPO) und Methylcellulose (0,8%) enthalt. Das 
EPO benotigen die CFU-E, um hamatopoetische Kolonien 
auszubilden. Durch die Methylcellulose wird das Medium Gelee- 
artig fest, und es gelingt, einzelne Zellen in diesem Gelee zu 
fixieren, so dafi sie sich, anders als in fliissigem Medium, 
nicht bewegen konnen. Daher kann beobachtet werden, ob sich 
aus einer einzelnen Zelle eine hamatopoetische Kolonie formt 
oder nicht. CFU-Es bilden erythroide Kolonien, also Kolonien, 
die rote Blutzellen und deren Vorlauf erzellen enthalten. 

Nach drei Tagen wird gezahlt, wie viele hamatopoietische 
Kolonien sich entwickelt haben. Verschiedene Ansatze werden 
verglichen. Nicht in jedem Experiment wurden alle Ansatze 
iiberpriift; Ansatze 1-3 sind sehr ahnliche Kontrollen und 
konnen jeweils einzeln mit Ansatz 4 verglichen werden. 
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Ansatz 1: Zellen, die nicht retroviral transfiziert wurden; 
Ansatz 2: Zellen, die mit einem leeren pOS-Vektor 

trans fiziert wurden; 
Ansatz 3: Zellen, die mit einem "green fluorescent Protein" 

(GFP) , einem nicht hamatopoietisch aktiven Protein, 

transfiziert wurden. 
Ansatz 4: Zellen, die mit pOS-PRV-1 (Vektor + 

erf indungsgemafies Gen) transfiziert wurden. 



Tabelle 1: Die Ergebnisse von drei wie beschrieben 
durchgefiihrten Versuchen sind aufgefuhrt. Die 
Zahlen geben jeweils die Anzahl der Kolonien an. 





Ansatz 1 


Ansatz 2 


Ansatz 3 


Ansatz 4 




nicht 
transfiziert 


leerer Vektor 
(pOS) 


GFP 
(pOS-GFP) 


PRV-1 
(pOS-PRV-1) 


Versuch 1 


116 


156 


80 


326 


Versuch 2 




271 


273 


410 


Versuch 3 


120 




131 


291 



Die Versuche zeigen, dafi CFU-E, die mit PRV-1 transfiziert 
waren, sehr viel mehr Kolonien (bis zu 3-fach erhoht) bilden, 
als die diversen Kontroll-CFU-E . Dieses Ergebnis deutet darauf 
hin, dafl PRV-1 einen Wachs turns f aktor fur CFU-E darstellt. 



Beispiel 3 

Loslichkeit des Wachs turns f aktors PRV-1 

Um zu untersuchen, ob PRV-1 einen 16s lichen Wachs turns f aktor 
darstellt, oder Zell-Zell-Kontakt notwendig ist, wurde ein 
weiteres Experiment durchgef iihrt . Die "Verpackungs-Zellinie" , 
293-T, produziert nicht nur nach Transfektion mit den pOS- und 
pKAT-Vektoren ein Retrovirus. Zusatzlich synthetisieren die 
29 3-T-Zellen auch das von dem in pOS klonierten Gen kodierte 
Protein, also im vorliegenden Fall PRV-1. Ist das Genprodukt 
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ein losliches Protein, wird es in das Medium, das die 
"Verpackungs-Zellinie" , 293-T, umgibt, sezerniert . 

Transfiziert man die 2 93-T-Zellen nur mit dem pOS-Vektor, ohne 
pKAT, entstehen keine Retroviren. Das Zellkultur-Medium 
enthalt dann nur das losliche, von den Zellen produzierte 
Protein. Es wird Medium von pOS-PRV-1 -trans f izierten Zellen, 
ohne Retrovirus, mit CFU-Es vermischt, und im Methylcellulose- 
Medium ausplattiert und die entstandenen Kolonien gezahlt. 



Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 



Tabelle 2: Loslichkeit von PRV-1. Die Zahlen geben jeweils die 
Anzahl der Kolonien an. 





Ansatz 1 


Ansatz 2 


Ansatz 3 


Ansatz 4 




nicht 
transfiziert 


leerer Vektor 
(pOS) 


GFP 
(pOS-GFP) 


PRV-1 
(pOS -PRV-1) 


Versuch 4 




137 


187 


557 



Auch in diesem Versuch haben CFU-E, die mit PRV-l-haltigem 
Medium versetzt waren, sehr viel mehr hamatopoietische 
Kolonien ausgebildet, als Kontroll-Zellen. Aus diesem Ergebnis 
kann geschlossen werden, dafi PRV-1 einen loslichen 
Wachstumsf aktor darstellt. 



Beispiel 4 



PRV-1 hat auch inhibitorische, zytostatische Wirkung. 

Die Versuche wurden an peripheren Blutzellen durchgef iihrt . Da 
auch in gesunden Menschen eine geringe Anzahl von 
Vorlaufer zellen im peripheren Blut zirkuliert, konnen aus 
peripheren Blutzellen in einem geeigneten Medium 
(Methylcellulose) hamatopoetische Kolonien gezuchtet werden. 
Einem gesunden Spender wurden 40 ml peripheres, venoses Blut 
entnommen (unter Vorlage von Heparin oder EDTA als Anti- 
Koagulans). Das Blut wurde mit 15 ml Ficoll/Hypaque versetzt 
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und 40 Minuten bei 1600 rpm ohne Bremse zentrif ugiert . Dadurch 
wird ein Dichtegradient erzeugt, der das Blut in seine 



"mononuklearen Zellen" , unter denen sich auch die Stammzellen 
befinden, sind nach der Zentrif ligation an der Interphase 
zwischen Serum und Ficoll zu finden. Diese Interphase wurde 
abgenommen, in PBS (isotonische Salzlosung) gewaschen. Dadurch 
erhalt man gereinigte mononukleare Zellen, in denen sich 
ungefahr 0,1% hamatopoietische Stammzellen befinden. 

Die mononuklearen Zellen wurden in einem besonders 
reichhaltigen Medium (IMDM), welches mit 3% FCS ( f otalem 
Kalberserum) versetzt war, aufgenommen. Dieses 3%FCS/IMDM hat 
im weiteren die Modif ikationen enthalten, das heiflt, es war 
entweder mit PRV-1 versetzt oder nicht. 

Die mononuklearen Zellen in IMDM wurden in einer Dichte von 7 
x 10 5 Zellen/ml zu einem kauflich erhaltlichen Medium der 
Firma Stem Cell Technologies gegeben (Methocult) , welches IMDM 
und 30% FCS, 1% BSA (Bovine Serum Albumin), Mercaptoethanol , 
2 mM L-Glutamin, 3 IU EPO (Erythropoietin) /ml und 1,0% 
Methylcellulose enthielt. In diesem Medium wuchsen die Zellen 
14 Tage. Die wenigen, in diesem Gemisch enthaltenen 
Stammzellen konnen sich zu hamatopoietischen Kolonien 
entwickeln. Pro angesetzten 7 x 10 5 Zellen entwickeln sich 
ublicherweise zwischen 100 und 200 hamatopoietische Kolonien. 

Es wurde auch eine Zellinie konstruiert, die eine sehr hohe 
Menge an PRV-1 exprimiert. Das PRV-1, welches von diesen 
Zellen produziert wird, ist derart verandert, dali es keinen 
Lipidanker mehr besitzt. Das Express ionsprodukt besteht aus 
den Aminosauren 1-401 der Sequenz SEQ ID NO: 2, es fehlen also 
die Aminosauren 402-437, Dieses veranderte PRV-1 wird daher 
nicht, wie Wildtyp-PRV-1 , mittels eines Lipidankers in die 
Zellmembran eingebaut, sondern wird vollstandig aus den Zellen 
sezerniert. Bei der Zellinie handelte es sich wie in Beispiel 
3 urn 293-Zellen, die kein Retrovirus produzieren, aber Protein 
( PRV- 1 ) expr imieren . 



zellularen 



Bestandteile 



auf trennt . 



Die 



sogenannten 
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Fur die hamatopoietischen Kolonie-Assays wurden nun die 
mononuklearen Blutzellen entweder in IMDM-Medium, welches 48 
Stunden mit nicht trans fizierten Zellen (293) inkubiert worden 
war, aufgenommen, oder in Medium, welches 48 Stunden mit 
Zellen, die das veranderte PRV-1 exprimierten ( 293-GPI-less- 
PRV-1), inkubiert worden war. Dann wurde die Fahigkeit dieser 
Zellen, hamatopoietische Kolonien auszubilden, untersucht . 
Nach 14 Tagen wurde die Zahl der erythroiden (roten) und 
myeloiden (weifien) Blutzellkolonien bestimmt. Der Versuch 
wurde dreifach wiederholt, sowie an unterschiedlichen Tagen 
und mit unterschiedlichen Blutspendern durchgef uhrt . Zudem 
wurden innerhalb des Versuchs Duplikate ausgewertet. Folgende 
Ergebnisse wurden erhalten: 

Versuch 1 



Zelliiber stand 


Spender 1 


Spender 2 




Rote 
Kolonien 


Weifie 
Kolonien 


Rote 
Kolonien 


Weifle 
Kolonien 


293 


248/221 


70/114 


127/161 


25/66 


293-GPI-less- 
PRV-1 


7/3 


0/0 


31/19 


0/0 


Versuch 2 


Zelliiberstand 


Spender 1 


Spender 2 




Rote 
Kolonien 


Weifie 
Kolonien 


Rote 
Kolonien 


Weifie 
Kolonien 


293 


99/91 


20/19 


49/33 


8/1 


293-GPI-less- 
PRV-1 


0/0 


0/0 


0/0 


; 0/0 
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Versuch 3 



Zelliiber stand 


Spender 1 


Spender 2 




Rote 
Kolonien 


Weifie 
Kolonien 


Rote 
Kolonien 


Weifle 
Kolonien 


293 


107/207 


22/30 


24/32 


5/8 


293-GPI-less- 
PRV-1 


4/3 


0/6 


0/1 


3/0 



Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dafi eine hohere 
Dosis an PRV-1, als sie in Beispiel 3 eingesetzt wurde, 
zytostatische Wirkung besitzt. 



Beispiel 5 

Der Wachs turns faktor PRV-1 ist N-glycosyliert 

Aus einer Patientin mit P. vera wurden Granulozyten isoliert 
und aus diesen Zellen mittels Standardprotokoll 
Proteinextrakte angefertigt. Diese Proteinextrakte wurden nach 
dem Protokoll des M N-Glycosidase F Deglycosylation Kits" der 
Fiona Boehringer Mannheim behandelt. Im einzelnen bedeutet 
dies, dafi die Proteinextrakte mit einem "Denaturierungs 
Puffer" versetzt wurden, 3 Minuten bei 95°C erhitzt wurden und 
dann entweder nur mit "Reaktions Puffer" oder mit "Reaktions 
Puffer" plus N-Glycosidase versetzt wurden. Der Ansatz wurde 
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Proteine auf einer PAGE- 
Gel Elektrophorese mit anschliefiendem Western Blot analysiert. 
Das PRV-1 Protein wurde mit einem Antikorper gegen ein Protein 
mit der Aminosauresequenz ID-No. 5 detektiert. Die Ergebnisse 
zeigen, da/1 aus Granulozyten gereinigtes PRV-1 Protein 60-65 
kDa grofi ist, wahrend es nach N-Glycosidase-Verdau nur noch 40 
kDa grofi ist. Dies beweist eindeutig, dafi PRV-1 an Asparagin- 
Resten (Asparagin = N) glycosyliert ist. 
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Patentanspriiche 

1. N-glycosyliertes Polypeptid umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 2 2-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

oder ein Fragment davon mit wenigstens 50 Aminosauren. 

2. Polypeptid im wesentlichen bestehend aus einer der 
folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2} 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2. 

3. Antikorper gegen ein Polypeptid nach Anspruch 1. 

4. Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dafi 
es ein monoklonaler Antikorper ist. 

5. Verfahren zum Nachweis von Polycythaemia vera, dadurch 
gekennzeichnet , dafl man das PRV-l-Polypeptid mit einem 
oder mehreren Antikorpern nach Anspruch 3 oder 4 in einem 
Immunoassay umsetzt. 



6. 



Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
man als Antikorper einen polyklonalen oder monoklonalen 
Antikorper nach Anspruch 3 oder 4 verwendet. 
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7. Arzneimittel zur Behandlung von Polycythaemia vera, 
dadurch gekennzeichnet , dafl es neben iiblichen Tragern 
Antikorper nach Anspruch 3 oder 4 enthalt. 

8 . Arzneimittel enthaltend ein Polypeptid nach Anspruch 1 
oder ein Polypeptid umfassend im wesentlichen eine der 
folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
und wenigstens einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. 

9. Arzneimittel enthaltend ein Polynucleotid umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


36- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


39- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


99- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 




und wenigstens < 


einen pharmazeutisch 


vertraglichen Trager. 



10. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder eines 
Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
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oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon als Wachstumsf aktor . 

11. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder eines 
Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminos auresequenzen: 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von pan-Zytopenien und pan- 
Zytopathien im Knochenmark und in der Zirkulation. 

12. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 



eine der folgenden 


Nuc leot idsequenzen : 




Nucleotide 


1- 


-1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 



oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von pan- 
Zytopenien und pan-Zytopathien im Knochenmark und in der 
Zirkulation. 



13. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder eines 
Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 
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Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Behandlung und/oder 
Vermehrung korpereigener Zellen und/oder etablierter 
Zellinien ex vivo oder in vitro. 

14 . Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder eines 
Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 

biologisch aktiven Variante davon zur Hemmung des 
Wachstums von Zellen. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 , dadurch gekennzeichnet , daB 
das Polypeptid als Zytostatikum verwendet wird. 

16. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder eines 
Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 2 2-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2 
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oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung prolif erativer Erkrankungen . 



17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , dafl 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle Thrombozythamie , Myelof ibrose, CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 

18. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 



der folgenden 


Nucleotidsequenzen: 




Nucleotide 


1- 


-1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


39- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


99- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 



oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Hemmung des Wachstums von Zellen. 



19. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 



der folgenden 


Nucleotidsequenzen: 




Nucleotide 


1- 


1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


36- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


36- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


36- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 


Nucleotide 


39- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


39- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 


Nucleotide 


99- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


l; 



WO 01/23554 



28 



PCT/EPOO/09594 



Oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
prolif erativer Erkrankungen . 

20. Verwendung nach Anspruch 19 f dadurch gekennzeichnet , dafi 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle Thrombozythamie, Myelofibroses CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 

21- Kit zum Nachweis von Polycythaemia vera oder von 
Storungen des hamatopoietischen Systems enthaltend 
wenigstens ein Polynucleotid umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


-1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 



oder ein Fragment davon oder eine Variante davon 
und/oder 

wenigstens ein Polypeptid nach Anspruch 1 oder ein 
Polypeptid umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
oder ein biologisch aktives Fragment davon oder eine 
biologisch aktive Variante davon 
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und/oder 

wenigstens einen Antikorper nach Anspruch 3 oder 4 . 

22. Kit zur Detektion des PRV-1 Proteins nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet , dafl es ein ELISA Test Kit ist. 

23. Kit nach Anspruch 21 zur Detektion der PRV-1 mRNA, 
dadurch gekennzeichnet, da/5 es ein semi-quantitatives 
oder quantitatives RT-PCR Analyse-Kit ist. 



24. Kit nach Anspruch 21 zur Detektion der PRV-1 mRNA, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es ein Northern Blot-Kit ist. 



* 
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AAAAGC AGAAAG AG ATT AC C AGC C AC AGAC GGGTC ATG AGC GC GGTATT AC TGC TGGC CC TC C 
TGGGGTTCATCCTCCCACTGCCAGGAGTGCAGGCGCTGCTCTGCCAGTTTGGGACAGTTCAGC 
ATGTGTGGAAGGTGTCCGACCTGCCCCGGCAATGGACCCCTAAGAACACCAGCTGCGACAGCG 
GCTTGGGGTGCCAGGACACGTTGATGCTCATTGAGAGCGGACCCCAAGTGAGCCTGGTGCTCT 
CCAAGGGCTGCACGGAGGCCAAGGACCAGGAGCCCCGCGTCACTGAGCACCGGATGGGCCCCG 
GCCTCTCCCTGATCTCCTACACCTTCGTGTGCCGCCAGGAGGACTTCTGCAACAACCTCGTTA 
ACTCCCTCCCGCTTTGGGCCCCACAGCCCCCAGCAGACCCAGGATCCTTGAGGTGCCCAGTCT 
GCTTGTCTATGGAAGGCTGTCTGGAGGGGACAACAGAAGAGATCTGCCCCAAGGGGACCACAC 
ACTGTTATGATGGCCTCCTCAGGCTCAGGGGAGGAGGCATCTTCTCCAATCTGAGAGTCCAGG 
GATGCATGCCCCAGCCAGGTTGCAACCTGCTCAATGGGACACAGGAAATTGGGCCCGTGGGTA 
TGACTGAGAACTGCAATAGGAAAGATTTTCTGACCTGTCATCGGGGGACCACCATTATGACAC 
ACGGAAACTTGGCTCAAGAACCCACTGATTGGACCACATCGAATACCGAGATGTGCGAGGTGG 
GGCAGGTGTGTCAGGAGACGCTGCTGCTCATAGATGTAGGACTCACATCAACCCTGGTGGGGA 
CAAAAGGCTGCAGCACTGTTGGGGCTCAAAATTCCCAGAAGACCACCATCCACTCAGCCCCTC 
CTGGGGTGCTTGTGGCCTCCTATACCCACTTCTGCTCCTCGGACCTGTGCAATAGTGCCAGCA 
GCAGCAGCGTTCTGCTGAACTCCCTCCCTCCTCAAGCTGCCCCTGTCCCAGGAGACCGGCAGT 
GTCCTACCTGTGTGCAGCCCCTTGGAACCTGTTCAAGTGGCTCCCCCCGAATGACCTGCCCCA 
GGGGCGCCACTCATTGTTATGATGGGTACATTCATCTCTCAGGAGGTGGGCTGTCCACCAAAA 
TGAGCATTCAGGGCTGCGTGGCCCAACCTTCCAGCTTCTTGTTGAACCACACCAGACAAATCG 
GGATCTTCTCTGCGCGTGAGAAGCGTGATGTGCAGCCTCCTGCCTCTCAGCATGAGGGAGGTG 
GGGCTGAGGGCCTGGAGTCTCTCACTTGGGGGGTGGGGCTGGCACTGGCCCCAGCGCTGTGGT 
GGGGAGTGGTTTGCCCTTCCTGCI&ACTCTATTACCCCCACGATTCTTCACCGCTGCTGACCA 
CCCACACTCAACCTCCCTCTGACCTCATAACCTAATGGCCTTGGACACCAGATTCTTTCCCAT 
TCTGTCCATGAATCATCTTCCCCACACACAATCATTCATATCTACTCACCTAACAGCAACACT 
GGGGAGAGCC TGG AGC ATC C GG ACTTGC CC TATGGG AGAGGGGAC GCTGGAGGAGTGGCTGC A 
TGT ATC TG AT AAT AC AGAC C C TGTC 



Fig. 1 
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MSAVLLLALLGF I LPLPGVQA LLCQFGTVQHVWKVSDLPRQWTPKNTSCD 

SGLGCQDTLMLIESGPQVSLVLSKGCTEAKDQEPRVTEHRMGPGLSLISY 
TFVCRQEDFCNNLVNSLPLWAPQPPADPGSLRCPVCLSMEGCLEGTTEEI 
CPKGTTHCYDGLLRLRGGGIFSNLRVQGCMPQPGCNLLNGTQEIGPVGMT 
ENCNRKDFLTCHRGTTIMTHGNLAQEPTDWTTSNTEMCEVGQVCQETLLL 
I DVGLTSTLVGTKGCSTVGAQNSQKTTI HSAPPGVLVAS YTHFCS SDLCN 
SASSSSVLLNSLPPQAAPVPGDRQCPTCVQPLGTCSSGSPRMTCPRGATH 
CYDGYIHLSGGGLSTKMSIQGCVAQPSSFLLNHTRQIGIFSAREKRDVQP 
PASQHEGGGAEGLESLTWGVGLALAPALWWGWCPSC 



Fig. 2 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Universitatsklinikum Freiburg 

<120> Das Gen PRV-1 und dessen Verwendung 

<130> E980930 

<140> 
<141> 

<150> DE 199 47 010.3 
<151> 1999-09-30 

<160> 10 

<170> PADAT Sequenzmodul, Version 1.0 
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♦ # 



<210> 1 

<211> 1600 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 
<223> 

<400> 1 



aaaagcagaa 


agagattacc 


agccacagac 


gggtCdtyag 


*™ rr *t it ^ a a 


eterefcoQCCC 


60 


tcctggggtt 


catcctccca 


ctgccaggag 


tgcaggcgct 


y w ul. Ly wway 


ii^tacraacacr 


120 


ttcagcatgt 


gtggaaggtg 


tccgacctgc 


cccggcaa ug 




aacaccaoc t 


180 


gcgacagcgg 


cttggggtgc 


caggacacgt 


tgatgctcac 


tgagaycyya 


wuuuaay ^y w 


240 


gcctggtgct 


ctccaagggc 


tgcacggagg 


ccaaggacca 


rrrta *T f~* 

Qyay Cwvwyu 


rr^ractnadc 


300 


accggatggg 


ccccggcctc 


tccctgatct 


cctacacctt 


Cy by uyuuy w 


r» nnaocfact 

wayyayy «w w 


360 


tctgcaacaa 


cctcgttaac 


tccctcccgc 


tLLyyyCCCC 


raaeeccca 
d ^ciy w w k_ >wi_«- o 


gcagacccag 


420 


gatccttgag 


gtgcccagtc 


tgcttgtcta 


tggaagycuy 




acaacagaag 


480 


agatctgccc 


caaggggacc 


acacac tg u u 


atyatyyct. u 






540 


gcatcttctc 


caa tccgaga 


gtccaggyd t. 


rr*^2i n r* ^ Z\ 
y ua wyj wU<Uk»a 


cTccacrcr t toe 


aacctgctca 


600 


atyyydCdca 




www ^ uy yy i» a. 


tciac taacraa 


ctgeaatagg 


aaagattttc 


660 


tgacctgtca 


tcgggggacc 


accattatga 


cacacggaaa 


cttggctcaa 


gaacccactg 




attggaccac 


atcgaatacc 


gagatgtgcg 


aggtggggca 


ggtgtgtcag 


gagaegctge 


780 


tgctcataga 


tgtaggactc 


acatcaaccc 


tggtggggac 


aaaaggctgc 


agcactgttg 


840 


gggctcaaaa 


ttcccagaag 


accaccatcc 


actcagcccc 


tcctggggtg 


cttgtggcct 


900 


cctataccca 


cttctgctcc 


tcggacctgt 


gcaatagtgc 


cagcagcagc 


agcgttctgc 


960 


tgaactcect 


ccctcctcaa 


gctgcccctg 


tcccaggaga 


ccggcagtgt 


cctacctgtg 


1020 


tgcagcccct 


tggaacctgt 


tcaagtggct 


ccccccgaat 


gacctgcccc 


aggggegeca 


1080 


ctcattgtta 


tgatgggtac 


attcatctct 


caggaggtgg 


gctgtccacc 


aaaatgagca 


1140 


ttcagggctg 


cgtggcccaa 


ccttccagct 


tcttgttgaa 


ccacaccaga 


caaateggga 


1200 


tcttctctgc 


gcgtgagaag 


cgtgatgtgc 


agcctcctgc 


ctctcagcat 


gagggaggtg 


1260 


gggctgaggg 


cctggagtct 


ctcacttggg 


gggtggggct 


ggcactggcc 


ccagcgctgt 


1320 
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♦ # 



ggtggggagt ggtttgccct tcctgctaac tctattaccc ccacgattct tcaccgctgc 1380 

tgaccaccca cactcaacct ccctctgacc tcataaccta atggccttgg acaccagatt 1440 

ctttcccatt ctgtccatga atcatcttcc ccacacacaa tcattcatat ctactcacct 1500 

aacagcaaca ctggggagag cctggagcat ccggacttgc cctatgggag aggggacgct 1560 

ggaggagtgg ctgcatgtat ctgataatac agaccctgtc 1600 

<210> 2 

<211> 437 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 2 



Met 


Ser 


Ala 


Val 


Leu 


Leu 


Leu 


Ala 


Leu 


Leu 


Gly 


Phe 


He 


Leu 


Pro 


Leu 


1 








5 










10 
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I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 1-22 , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

| | the claims: 

pages , as originally filed 

pages , as amended (together with any statement under Article 19 

pages , filed with the demand 

pages IJj t filed with the letter of 15 October 2001 (15.10.2001) 



[X] the drawings: 

pages 1/2,2/2 , as originally filed 

pages , filed with the demand 

P a g es , filed with the letter of 

^ the sequence listing part of the description: 

P a S es LZ , as originally filed 

P a S es , filed with the demand 

P a § es , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



contained in the international application in written form. 
C^vl filed together with the international application in computer readable form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 



been furnished. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. . 



□ 

the drawings, sheets/fig . 



5 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-11 



1-11 



1-11 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1 ) Amendmen t s 



2) 



The amendments submitted with the letter of 15 
October 2001 are permissible according to PCT 
Article 34 (2) (b) . 

Novelty and inventive step 



The present application pertains to a nucleotide 
sequence coding for the polycythaemia rubra vera 
(PRV-1) gene, corresponding peptide sequences, 
antibodies to PRV-1 polypeptides and the medical use 
of the substances. 



Claims 1-4 pertain overall to the use of the PRV-1 
polynucleotide or polypeptide to produce a drug that 
acts as a growth factor. 

Claims 5-11 pertain generally to the use of the PRV- 
1 polynucleotide or polypeptide to produce a drug 
that acts to inhibit cell growth. 

Since these specific uses of the PRV-1 polypeptide 
or polynucleotide are neither described in the prior 
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art nor may be deduced therefrom in an obvious 
manner, Claims 1-11 are recognized to be novel and 
to involve an inventive step (PCT Article 33(2) and 
(3) ) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fullv 
supported by the description, are made: y 



Claims 1-11 do not meet the requirements of PCT Articl 



e 6 



The terms "comprising" and "essentially" are vague and 
therefore do not clearly define the scope of protection of 
the claims. 



Moreover, the expressions "biologically active fragments" 
and "biologically active variant" in the use claims 
referring to the polypeptide and the terms "fragment" and ' 
"variant" in the use claims referring to the 
polynucleotide are not defined and hence unclear. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG UBEaaiE INTERNATIONALE ZUS> 

WGEBIET DES PATENTWE1 

PCT 



IENARBEIT AUF DEM 
IS 

RECD 0 7 JAM 2C32 



V'v'lPO 



per 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
E980930b 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/09594 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
29/09/2000 


Prioritatsdatu m (T ag/Monat/T ag) 
30/09/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 



Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG et al. 



1. Dieser international vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 7 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII ^ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/03/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
03.01.2002 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
AjS\ D-80298 Munchen 
^ J Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Kalsner, I (| M |) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8708 N^*^^ 
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I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprungiich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weif sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-22 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-1 1 eingegangen am 16/10/2001 mit Schreiben vom 15/10/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-7, in der ursprungiich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden . 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

IS] in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

S zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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1) Anderungen 

Die mit dem Schreiben vom 15. Oktober 2001 eingereichten Anderungen sind 
unter Art. 34(2)(b) PCT zulassig. 

2) Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

Die vorliegende Anmeldung betrifft eine Nukleotidsequenz, die das Polycythaemia 
rubra vera (PRV-1) Gen kodiert, entsprechende Peptidsequenzen, Antikorper 
gegen PRV-1 -Polypeptide sowie die medizinische Anwendung der Substanzen. 

Anspruche 1-4 beziehen sich allgemein betrachtet auf die Verwendung von PRV- 
1 Polynukleotid bzw Polypeptid zur Herstellung eines Arzneimittels, das als 
Wachstumsfaktor wirken soli. 

Anspruche 5-11 beziehen sich generell auf deren Verwendung zur Herstellung 
eines Arzneimittels, das hemmend auf Zellwachstum wirken soil. 

Da die spezifischen Verwendungen des PRV-1 Polypeptides bzw. Polynukleotides 
weder im Stand der Technik beschrieben noch in offensichtlicher Weise daraus 
abzuleiten sind wird fur Anspruche 1-11 Neuheit und erfinderische Tatigkeit 
anerkannt (Art. 33(2)(3) PCT). 

Zu Abschnitt VIII: Bestimmte Bemerkunqen zur internationalen Anmeldung 

Anspruche 1-11 entsprechen nicht den Erfordernissen von Art. 6 PCT: 

Die Begriffe "umfassend" und "im wesentlichen" sind vage und definieren daher 
den Schutzumfang der Anspruche nicht klar. 

Daruberhinaus sind auch die Begriffe "biologisch aktive Fragmente" und 
"biologisch aktive Variante" in den Verwendungsanspruchen des Polypeptides, 
bzw. die Begriffe "Fragment" und Variante" in den Verwendungsanspruchen des 
Polynukleotides, nicht definiert und somit unklar. 
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16-10-2001 



EP0009594 



PCT/EP00/09594 

Universitatsklinikum Freiburg 



Pa ten tanspriiche 

1. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 



Aminosauren 1 
Aminos auren 1 
Aminosauren 1 
Aminosauren 22 
Aminosauren 22 
Aminosauren 22 



•437 von Sequenz Nr. 2; 
•409 von Sequenz Nr. 2; 
-401 von Sequenz Nr. 2; 
•437 von Sequenz Nr. 2; 
-409 von Sequenz Nr. 2; 
•401 von Sequenz Nr. 2; 



\ 

oder eines Fragments davon mit wenigstehs 50 Aminosauren oder i 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 


1 


-437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


1 


-409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


1 


-401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22 


-437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22 


-409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 

n ^ - 


22 


-401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 



oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 

biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung 



Wachstumsfaktor wirkenden Arzneimittels 



eines als 
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r 



2. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen : 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

Oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 


1- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 



oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von pan-Zytopenien und pan- 
Zytopathien im Knochenmark und in der Zirkulation. 



GEAENDERTES BLATT 



16-10-2001 



3 



EP0009594 



* 



3. 



Verwendung 




hes Polynucleotids umfas 




!d im wesentlichen 



eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 




Nucleotide 


1-1600 


von 


Seouenz 


Nr. 


J. 


Nucleotide 


36-1346 


von 


Senuenz 


Nr. 


± 


Nucleotide 


36-1262 


von 


Seouenz 

k-J v5 \A lA^S 11 w 


Nr. 


T 
X 


Nucleotide 


36-1238 


von 




Mr 
mi* • 


1 




1 Q - 1 1 1 A 


vvjii 




XMJL • 


T 
X 


Nucleotide 


39-1262 


von 


Seguenz 


Nr. 


l 


Nucleotide 


39-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


l 


Nucleotide 


99-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


l 


Nucleotide 


99-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


l 


Nucleotide 


99-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i, 



Oder eines Fragments davon Oder einer Variante davon zur 
Herstellung eines Arzneiiuittels zur Behandlung von pan- 
Zytopenien und pan-Zytopathien im Knochenmark und in der 
Zirkulation. 



4. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2 



Oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 


1- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


1- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


1- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 



GEAENDERTES BLATT 
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EP0009594 



• 



Oder eines biologisch aktiven Fragment^^ davon oder emer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung und/oder Vermehrung korpereigener 
Zellen und/oder etablierter Zellinien ex vivo oder in vitro. 

5. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2 



oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 

eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2 
Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2 



Oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Hemmung des Wachstums von Zellen. 



6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dafl 
das Polypeptid als Zytostatikum verwendet wird. 



GEAENDERTES BLATT 



16-10-2001 5 EP0009594 




7. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 


1- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 



oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung prolif erativer Erkrankungen . 



GEAENDERTES BLATT 



16-10-2001 

r 



EP0009594 



8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle Thrombozythamie, Myelof ibrose, CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 

9. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen; 

Nucleotide 1-1600 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 36-1346 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 36-1262 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 36-1238 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 39-1346 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 39-1262 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 39-1238 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 99-1346 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 99-1262 von Sequenz Nr. 1; 

Nucleotide 99-1238 von Sequenz Nr. 1; 
oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Hemmung des Wachstums von Zellen. 

10. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


-1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99-1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


-1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99-1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 



GEAENDERTES BLATT 



16-10-2001 



/ 



EP0009594 



oder ein^ 
Herstellung 




ragments davon oder eir^ 
eines Arzneimittels 



Variante davon zur 
zur Behandlung 



prolif erativer Erkrankungen. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daJi 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle Thrombozythamie, Myelof ibrose, CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

Application No. : 

U.S. National Serial No. : 

Filed : 

PCT International Application No. : PCT/EP00/09594 



Director to RWS Group pic, of Europa House, Marsham Way, Gerrards Cross, 
Buckinghamshire, England declare: 

That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the German 
language in which the below identified international application was filed, and that, to the 
best of RWS Group pic knowledge and belief, the English translation of the international 
application No. PCT/EP00/09594 is a true and complete translation of the above identified 
international application as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 



I, Susan POTTS BA ACIS 



Signature of Director : 




For and on behalf of RWS Group pic 



Post Office Address : 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 
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Letter, dated 15.10.2001, from Lederer, Keller & Riederer, Munich, to the European Patent 
Office, Munich 



f 

Please deal with as a matter of urgency! 

PCT 
Chapter II 

Re: PCT7EP00/09594 
EP-A 00.972665.4 

Freiburg University Hospital Complex 



In reply to the written notice dated 1. October 2001: 

We are glad to note that it was possible to allow novelty and an inventive step for the former 
claims 10-20. 

We are therefore herewith submitting a set of reworked claims 1-11, which correspond to the 
former claims 10-20, with the request that a positive provisional International Examination 
Report be issued as soon as possible. 

The undersigned can be contacted by telephone at any time for any consultations which may 
be necessary. Where appropriate, a hearing could also be arranged at short notice. 



Enclosure: 

Patent claims 1-1 1 in triplicate 
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

Application No. : 

U.S. National Serial No. : 

Filed : 

PCT International Application No. : PCT/EPOO/09594 

VERIFICATION OF A TRANSLATION 

I, Susan POTTS BA ACIS 
Director to RWS Group pic, of Europa House, Marsham Way, Gerrards Cross, 
Buckinghamshire, England declare: 

That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the German 
language in which the below identified international application was filed, and that, to the 
best of RWS Group pic knowledge and belief, the English translation of the amended sheets 
of the international application No. PCT/EPOO/09594 is a true and complete translation of the 
amended sheets of the above identified international application as filed. 
I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 

Date: February 25, 2002 

Signature of Director : 

For and on behalf of RWS Group pic 




Post Office Address : 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 



1 



PCT/EP00/09594 

Freiburg University Hospital Complex 

Patent Claims 



10/08950j 
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15. Okt 200! 



10 



15 



20 



25 



The use of an N-glycosylated polypeptide which 
essentially comprises one of the following amino 
acid sequences: 

amino acids 1-437 of sequence No. 2 
amino acids 1-409 of sequence No. 2 
amino acids 1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2 
amino acids 22-401 of sequence No. 2 
or of a fragment thereof containing at least 50 
amino acids or of a polypeptide which essentially 
comprises one of the following amino acid 
sequences: 

amino acids 1-437 of sequence No. 2 
amino acids 1-409 of sequence No. 2 
amino acids 1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2 
amino acids 22-401 of sequence No. 2 
or of a biologically active fragment thereof or a 
biologically active variant thereof, for producing 
a drug which acts as a growth factor. 



2 . The use of an N-glycosylated polypeptide which 
30 essentially comprises one of the following amino 

acid sequences: 

amino acids 1-437 of sequence No. 2; 
amino acids 1-409 of sequence No. 2; 
amino acids 1-401 of sequence No. 2; 
3 5 amino acids 22-437 of sequence No. 2; 

amino acids 22-409 of sequence No. 2; 
amino acids 22-401 of sequence No. 2; 
or of a fragment thereof containing at least 50 
amino acids or of a polypeptide which essentially 



I 




comprises one 

sequences : 

amino acids 
amino acids 
amino acids 



- 2 - 
of the 



following amino acid 



1-437 of sequence No. 2 
1-409 of sequence No. 2 
1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2 
amino acids 22-4 01 of sequence No. 2 
or of a biologically active fragment thereof or a 
biologically active variant thereof, for producing 
a drug for treating pancytopenias and 
pancytophathies in the bone marrow and in the 
circulation. 



The use of a 
comprises one 
sequences : 



polynucleotide which 
of the following 



essentially 
nucleotide 



nucleotides 


1- 


■1600 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36- 


1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36- 


1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36- 


1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39- 


1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39- 


1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39- 


1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99- 


1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99- 


1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99- 


1238 


of 


sequence 


No. 


1 



or of a fragment thereof or a variant thereof, for 

producing a drug for treating pancytopenias and 

pancytopathies in the bone marrow and in the 
circulation. 



The use of an N-glycosylated polypeptide which 
essentially comprises one of the following amino 
acid sequences: 

amino acids 1-437 of sequence No. 2; 

amino acids 1-409 of sequence No. 2; 

amino acids 1-401 of sequence No. 2; 

amino acids 22-437 of sequence No. 2; 



"1 



• 



- 3 - 



amino acids 22-409 of sequence No. 2; 

amino acids 22-401 of sequence No. 2; 
or of a fragment thereof containing at least 50 
amino acids or of a polypeptide which essentially 
comprises one of the following amino acid 



sequences : 

amino acids 
amino acids 
amino acids 



1-437 of sequence No. 2 
1-409 of sequence No. 2 
1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2 
amino acids 22-401 of sequence No. 2 
or of a biologically active fragment thereof or a 
biologically active variant thereof, for producing 
a drug for treating and/or multiplying endogenous 
cells and/or established cell lines ex vivo or 
in vitro. 



The use of an N-glycosylated polypeptide which 
essentially comprises one of the following amino 
acid sequences : 

amino acids 1-437 of sequence No. 2 
amino acids 1-409 of sequence No. 2, 
amino acids 1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2, 
amino acids 22-401 of sequence No. 2 
or of a fragment thereof containing at least 50 
amino acids or of a polypeptide which essentially 
comprises one of the following amino acid 



sequences : 

amino acids 
amino acids 
amino acids 



1-437 of sequence No. 2 

1-409 of sequence No. 2 

1-401 of sequence No. 2 

amino acids 22-437 of sequence No. 2 

amino acids 22-409 of sequence No. 2 

amino acids 22-401 of sequence No. 2 



i : : i 



t 



* 



- 4 - 



or of a biologically active fragment thereof or a 
biologically active variant thereof, for producing 
a drug for inhibiting the growth of cells. 

The use as claimed in claim 5, characterized in 
that the polypeptide is used as a cytostatic 
agent . 

The use of an N-glycosylated polypeptide which 
essentially comprises one of the following amino 
acid sequences: 

amino acids 1-437 of sequence No. 2 
amino acids 1-409 of sequence No. 2 
amino acids 1-401 of sequence No. 2 
amino acids 22-437 of sequence No. 2 
amino acids 22-409 of sequence No. 2 
amino acids 22-401 of sequence No. 2 
or of a fragment thereof containing at least 50 
amino acids or of a polypeptide which essentially 
comprises one of the following amino acid 
sequences: 



amino 


acids 


1-437 


of 


sequence 


No. 


2 


amino 


acids 


1-409 


of 


sequence 


No. 


2 


amino 


acids 


1-401 


of 


sequence 


No. 


2 


amino 


acids 


22-437 


of 


sequence 


No. 


2 


amino 


acids 


22-409 


of 


sequence 


No. 


2 


amino 


acids 


22-401 


of 


sequence 


No. 


2 


or of a 


biologically 


active fragment 


t 



biologically active variant thereof, for producing 
a drug for treating proliferative diseases. 



The use as claimed in claim 7, characterized in 
that the proliferative disease is selected from 
the group comprising myeloproliferative diseases, 
p. vera, essential thrombocythemia, myelofibrosis, 
CML, all leukemias and lymphomas and also solid 
tumors . 



1 



10 



20 



25 



30 



The use of 
comprises one 
sequences : 



- 5 - 

a polynucleotide which essentially 

following nucleotide 



of the 



nucleotides 


1 


1 /~ r\ f\ 

-1600 


or 


sequence 


NO . 


1 
1 


nucleotides 


36 


-1346 


of 


sequence 


No . 


1 


nucleotides 


36 


-1262 


of 


sequence 


NO. 


1 


nucleotides 


36 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


or of a fragment 


thereof 


or a variant 


tl- 



15 inhibiting the growth of cells. 



10. The use of a polynucleotide which 
comprises one of 
sequences : 



essentially 
the following nucleotide 



nucleotides 


1 


-1600 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36 


-1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36 


-1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


36 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


39 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1346 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1262 


of 


sequence 


No. 


1 


nucleotides 


99 


-1238 


of 


sequence 


No. 


1 


or of a fragment 


thereof 


or a variant 


tl- 



producing 
diseases . 



a drug for treating proliferative 



11. The use as claimed in claim 10, characterized in 
35 that the proliferative disease is selected from 

the group comprising myeloproliferative diseases, 
p. vera, essential thrombocythemia, myelofibrosis, 
CML, all leukemias and lymphomas and also solid 
tumors . 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
0} GEBIET DES PATENTWES^p 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

KELLER, Gunter 

LbUtnth, r\fcLLt:ri ot rilcutzric: 

Prinzregentenstr. 16 
80538 Munchen 
ALLEMAGNE 


p 

0 4. 01. 1 


•„.,' pMITJEJLPf 
: " r pE€flNTEF 

PI 

002 


DOT 

G OBER DIE UBERSENDUNG 
NATIONALEN VORLAUFIGEN 
IUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 


Absendedatum 


03.01.2002 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
E980930b 


W1CHDGE MITTBLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/09594 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
29/09/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
30/09/1999 


Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Obersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Priifung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax; +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Buchler, S 

Tel. +49 89 2399-8090 
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VERTRAG UBEf£e INTERNATIONALE ZUSJ^IENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
E980930b 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anme\dedatum(Tag/Monat/Jahr) 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 


PCT/EP00/09594 


29/09/2000 


30/09/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 


Anmelder 






UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG et al. 





1 . Dieser internationale voriaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Beh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 7 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen T3tigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/03/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
03.01.2002 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/jfljl D-80298 Miinchen 

C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Kalsner, I (I 0 )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8708 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/09594 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzb/atter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, wet I sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -22 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-11 eingegangen am 16/10/2001 mit Schreiben vom 15/10/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-7, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

[3 zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VMI, Blatt 1) (Juli 1998) 



I 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/09594 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/09594 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



1) Anderungen 

Die mit dem Schreiben vom 15. Oktober 2001 eingereichten Anderungen sind 
unter Art. 34(2)(b) PCT zulassig. 

2) Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

Die vorliegende Anmeldung betrifft eine Nukleotidsequenz, die das Polycythaemia 
rubra vera (PRV-1) Gen kodiert, entsprechende Peptidsequenzen, Antikorper 
gegen PRV-1 -Polypeptide sowie die medizinische Anwendung der Substanzen. 

Anspruche 1-4 beziehen sich aUgemein betrachtet auf die Verwendung von PRV- 
1 Polynukleotid bzw Polypeptid zur Herstellung eines Arzneimittels, das als 
Wachstumsfaktor wirken soil. 

Anspruche 5-11 beziehen sich generell auf deren Verwendung zur Herstellung 
eines Arzneimittels, das hemmend auf Zellwachstum wirken soil. 

Da die spezifischen Verwendungen des PRV-1 Polypeptides bzw. Polynukleotides 
weder im Stand der Technik beschrieben noch in offensichtlicher Weise daraus 
abzuleiten sind wird fur Anspruche 1-11 Neuheit und erfinderische Tatigkeit 
anerkannt (Art. 33(2)(3) PCT). 

Zu Abschnitt VIII: Bestimmte Bemerkunqen zur internationalen Anmeldung 

Anspruche 1-11 entsprechen nicht den Erfordernissen von Art. 6 PCT: 

Die Begriffe "umfassend" und "im wesentlichen" sind vage und definieren daher 
den Schutzumfang der Anspruche nicht klar. 

Daruberhinaus sind auch die Begriffe "biologisch aktive Fragmente" und 
"biologisch aktive Variante" in den Verwendungsanspruchen des Polypeptides, 
bzw. die Begriffe "Fragment" und Variante" in den Verwendungsanspruchen des 
Polynukleotides, nicht definiert und somit unklar. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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16-10-2001 EP0009594 



PCT/EP00/09594 

Universitatsklinikum Freiburg 



Patentanspruche 

1. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden MinosSuresequenzen : 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

* Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 2 2-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

Oder eines Fragments davon mit wenigstehs 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 


1- 


-437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


-409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


1- 


-401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


-437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


-409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 


Aminosauren 


22- 


-401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2; 



Oder eines biologisch aktiven Fragments 

biologisch aktiven Variante davon zur 
Wachstumsfaktor wirkenden Arzneimittels . 



davon oder einer 

Herstellung- eines als 
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2. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2/ 

AminoscLuren 1-4 09 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-4 01 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

" oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids .umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 

Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

AminoscLuren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 



oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von pan-Zytopenien und pan- 
Zytopathien im Knochenmark und in der Zirkulation. 
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Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


36- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


36- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


36- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


39- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


39- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


39- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


99- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


99- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1; 


Nucleotide 


99- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


i; 



oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von pan- 
Zytopenien und pan-Zytopathien im Knochenmark und in der 
Zirkulation. 



4. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden MinosSuresequenzen : 

Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder j 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen : 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 
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oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines • 
Arzneimittels zur Behandlung und/oder Vermehrung korpereigener 
Zell en und/oder etablierter Zellinien ex vivo oder in vitro. J 



5. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2 



Oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 



Aminosauren 


1- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


c 


Aminosauren 


1- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


1- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


437 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


409 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 


Aminosauren 


22- 


401 


von 


Sequenz 


Nr. 


2 



oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Hemmung des Wachs turns von Zellen. 



6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dafi 
das Polypeptid als Zytostatikum verwendet wird. 



eines Polypeptids umfassend im wesentlichen 
Aminosauresequenzen : 



eine der folgenden 
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7. Verwendung eines N-glycosylierten Polypeptids umfassend im 
wesentlichen eine der folgenden Aminosauresequenzen: 

Aminosauren 1-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-401 von Sequenz Nr. 2; 

oder eines Fragments davon mit wenigstens 50 Aminosauren oder 
eines Polypeptids umfassend im wesentlichen eine der folgenden 
Aminosauresequenzen: 



Aminosauren 1-437 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 1-401 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-4 37 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-409 von Sequenz Nr. 2; 

Aminosauren 22-4 01 von Sequenz Nr. 2; 

oder eines biologisch aktiven Fragments davon oder einer 
biologisch aktiven Variante davon zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung prolif erativer Erkrankungen . 
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8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle Thrombozythamie, Myelof ibrose, CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 

9. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


1600 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1262 


von Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 



Oder eines Fragments davon oder einer Variante davon zur 
Hemmung des Wachstums von Zellen. 

10. Verwendung eines Polynucleotids umfassend im wesentlichen 
eine der folgenden Nucleotidsequenzen: 



Nucleotide 


1- 


1600 


von Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


36- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


39- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1346 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1262 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 


Nucleotide 


99- 


1238 


von 


Sequenz 


Nr. 


1 
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oder eixWr Fragments davon Oder error Variante davon zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
proliferativer Erkrankungen. 

Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die proliferative Erkrankung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend myeloproliferative Erkrankungen, P. 
vera, Essentielle ThrombozythSjnie, Myelof ibrose, CML, 
samtliche Leukamien und Lymphome sowie solide Tumoren. 
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INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 


Absende datum 

(TagMonat/Jahr) 23/02/2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/09594 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/sJahr) 29/09/2000 


Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG 



1 • LXl tte™ Anme,der wird mitgeteilt, daG der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wlrd. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WiPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daG ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtiich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebiihren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daG 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt wordeh 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablaut von 18 Monaten seit dem Prtoritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro verOffent- 
licht. Will der Anmelder die Verdffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muf3 gemaf3 Regel 90 !1 
bzw. 90r'!3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung iiber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung[ einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch linger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muG der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien BestimmungsAmtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtrSglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindllch ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevolimachtigter Bediensteter 

Andria Overbeeke-Siepkes 



Formblatt PCT/ISA/220 (Jull 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 
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1 



A^^RKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/IS 



Diese Anmerkungen aollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gem&ft Artikel 1 9 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erforderniaae dea Vertrags uber die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet dea Patentwesena (PCT), der AuafOhrungs- 
ordnung und der VefwaJtungarichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind tetztere maGgebend. Nahere Einzethetten aind dem PCT-Leitf aden fur Anmelder, einer Verc-ffentlichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe 'Artikel*, "Regel* und "Abschnrtf beziehen sich jeweifs auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-VerwaJtungsrichtlinien. 

hinweise zu Anderungen gemAss artikel 19 



Nach Erhalt des intemaiionalen Roche rchen benefits hat der Anmelder die Mdglichkeit, einmal die AnsprOohe der intemationaJen 
Anmeldung zu an dem. Ea tat jedoch zu betonen, da 6, da alia Teile der Internationale n Anmeldung (Anapruche, Beachreibung und 
Zeichnunaen) w ah rend des intemabonaJen vor I antigen PrQfungaverfahrens geandert warden konnen, normaJerwetse koine Notwenoigkeit 
beateht, Anderungen der Anapruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines voriaufigen 
Schutzes die Veroffentlichung dieser Anapruche wOnscht oder ein anderer Grund tQr eine An de rung der Anapruche vor ihrer intemabona- 
len Veroffentlichung vorliegt. Weiterhin tst zu beachten, daft ein vodaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaJUich at. 



Wei che Telle der Internationa Jen Anmeldung konnen geandert warden? 

Im Rahman von Artikel 19 konnen nur die Anapruche geandert warden. 

In der internal ionaien Phase kdnnen die Anapruche auch nach Artikel 34 vor der mit der intern at ionalen voriaufigen PrOfung beauf- 
tragten Be horde geandert (oder nochmaia geandert) warden. Die Beachreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemaiionalen voriaufigen Prufung beauftragten Behdrde geandert warden. 

Beim Eintritt in die nation ale Phase kdnnen alle Teile der inter national en Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert warden 



Bis wann aind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermrttlung dea intemaiionalen Recherchenbehchta oder innerhatb von sechzehn M on at en ab 
dem Priohtatsdatum, je nach dem, welche Fhst spater ablauft. Die Anderungen gotten jedoch ala rechtzertig eingereicht, wenn sie 
dem Intemaiionalen 80 ro nach AW auf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluS der tech nisc hen Vorberertungen fQr die 
intern ati on ale Veroffentlichung (Reg el 46.1) zugehen. 



Wo slnd die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim Intemaiionalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der International Recherchenbehorde 
eingereicht warden (Regal 46.2). 

Falls ein Antrag auf international vorlauftge PrQfung eingereicht wurde/wird, aiehe unten. 



In weicher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung einea oder mehrerer ganzer Anapruche, durch HinzufOgung eines oder m ah rarer 
neuer AnsprQche oder durch Anderung des Wortiauts einea oder mehrerer Anapruche in der eingereicht en Fasaung. 

Fur jedea Anapruchablatt, das sich auf grund einer oder mehrerer Anderungen von dem uraprQnglich aingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatz blatt einzureichen. 

Alle Anapruche, oSe auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabiachen Ziffem zu numeheren. Wind ein Anapruch gestnehen, so 
brauchen, die anderen AnsprQche rricht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung aind die AnsprQche fortlaufend zu 
numeheren (VerwaJtungarichtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen aind In der Sprache abzufaaeen, In der dielntematlonale Anmeldung verdffentllcht wtrd. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen betzufOgen? 
BeglelUchreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen aind mit einem Beglertachreiben einzureichen. 

Das Begleitachreiben wird nicht zuaammen mit der intemaiionalen Anmeldung und den geandert en Anspruchen veroffentlicht. Ea 
ist nicht zu verwechsetn mit der •Erfdarung nach Artikel 19(1)" (aiehe unten, "ErkJarung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begleitachreiben 1st nach Wahl des Anmeiders in engliacher oder franzdalscher Sprache abzufassen. Bei engllechepra- 
chigen internationalen Anmeldungen ist das BeglelUchreiben aber ebenfalla In engliacher, bei franzdalachaprachlgen Inter- 
nationalen Anmeldungen in franzdalscher Sprache abzufasaen. 




Anmerkungen zu Fomnblait PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



I 



ANMEF^ GEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 ^pbetzung) 



lm Begleitachreiben sind die Unterachiede zwischen don AnaprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten AnaprOchen 
anzugeben. So 1st insbesondere zu jedem Anspoich in der irrtemationalen Anmeidung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnaprOchen konnen zuaammengefaftt word en), ob 

i) der Anapruch unverandert tst; 

ii) der Anapruch gestrichen word en tat; 

iii) der Anapruch neu tst; 

fv) der Anapruch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Faaaung eraetzt; 

v) der Anapruch auf die Teilung eines Anapruchs in der eingereichten Faaaung zurQokzufGhren iat. 



Im folgenden sind Beiaplele angegeben, wie Andemngen lm Begletts^hreiben zu erlautern sind: 

1. (Wenn ana telle von ursprOnglich 48 AnaprOchen nach der An de rung einiger AnaprQche 51 AnaprOche extstieren]: 

•Die AnaprOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bia 48 werden durch geanderte AnaprQche gieicher Numerierung eraetzt; AnaprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnaprOche 49 bia 51 hinzugefOgt ." 

2. [Wenn anetelle von uraprOngKch 1 5 AnaprOchen nach der And© rung alter AnaprOche 1 1 AnaprOche extatierenl: 
"Geanderte AnaprQche 1 bia 1 1 treten an die Stefle der AnaprQche 1 bis 1 5." 

3. [Wenn ursprOnglich 1 4 AnaprOche existierten und die Anderungen darin beatehen, da8 einige AnaprOche gestrichen werden und 
neue AnaprQche hinzugefOgt werden]: 

AnaprQche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; AnaprQche 7 bia 13 gestrichen; neue AnaprQche 15, 16 und 1 7 hinzugefOgt. "Oder* An- 
aprOche 7 bia 13 gestrichen, neue AnaprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt, aile Q brig en AnaprOche unverandert.* 

4. [Wenn verschiedene Art en von Andemngen durchgefOhrt werden]: 

"AnsprOche 1-10 unverandert; AnaprOche 1 1 bia 13, 18 und 19 gestrichen; AnaprQche 1 4, 1 5 und 16 durch geanderten An- 
apruch 1 4 eraetzt; Anapruch 1 7 in geanderte AnaprOche 15,16 und 1 7 unterteilt; neue AnaprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 



"ErWarung nach Artikel 19(1)" (Regsf 46.4) 

Den Andemngen kann sine ErWarung beigefOgt werden, mit der die Andemngen erlautert und ihre Auawirkungen auf die 
Beach re ibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) geandert werden konnen). 

Die ErWarung wird zuaammen mit der intemationaJen Anmeidung und den geanderten AnaprOchen veroffentlicht. 
Sie 1st In der Sprache abzufaaaen, In der die irtematfonaJen Anmeidung veroffentlicht wlrd. 

Sie muB kurz gehatten sein und dart, wenn in englischer Sprache abgefaBt oder ina Engitache Obersetzt, nicht mehr aJs 500 
Worter umfaaaen 

Die ErWarung ist nicht zu verwechsetn mit dem Begleitachreiben, das auf die Unterachiede zwischen den AnaprOchen in der 
eingereichten Faaaung und den geanderten AnaprOchen htnweist, und eraetzt ietzterea nicht. Sie iat auf einem geaonderten Btatt 
einzureichen und in der Uberachrift aJs solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)*. 

Die ErWamng darf kerne herabaetzenden Au Bemngen Qber den intern at ion ale n Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Benefit angefGhrten Veroffentlichungen enthatten. Sie darf auf im irrtemationalen Recherchenbericht angefOhrte Veroffentnchun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anapruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Andemng dieses Anapruchs Bezug 
n ohm en. 



Auawirkungen eines beretta gestslttsn Ant rags auf internet Ion aievorlauflge PrOfung 

1st zum Zeitpunkt der Einreiohung von Andemngen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf Internationale vori&ufige PrOfung 
geatellt worden, so adrte der Anmelder in sernem Interesae gjeichzertig mit der Einreichung der Andemngen betm Intern at ion aJen 
BQro auch eine Kopte der Andemngen bet der mit der intern ati on ale n vorlaufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (tie he 
Regel 62.2 a), erater Satz). 



AuswIrKungen von Andemngen hlnslditlich der Oberaetzung derinternationaien Anmeidung beim EintrW in die 
nation ale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewieaen, da 6 bei Eintritt in die nationale Phase moglicherweiae anstatt oder zua&tzlich zu der Uber- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Faaaung eine Oberaetzung der nach Artikel 19 geanderten AnaprOche an die 
beatimmten/auegewahtten Amter zu Gbermittetn ist. 

Nahere Einzelheiten Qber die Ertordemisae jedea bestimmten/ausgewahften Amta atnd Band II dea PCT-Lertfadena fur Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungan zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



I 



WIBER DIE INTERNATIONALE ZU^ft 
UF DEM GEBIET DES PATENl^B 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



MMENARBEIT 
ENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 


WEITERES sjene MjtteiIun 9 uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 


PCT/EP 00/09594 


(Tag/Monat/Jahr) 


29/09/2000 


30/09/1999 


An m elder 

UNI VERS ITATSKLINIKUM FREIBURG 



Dieser internationaJe Recherchenberlcht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gem&B 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationaJe Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blotter. 

PH Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationaJe Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

[ | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der intemationaJen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung often barten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

PH in der internationalen Anmeldung in Schrifticher Form enthalten ist. 

|"X~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der Behorde nach tragi ich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nach tragi ich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

| | Die Erkiarung, daG das nachtrSglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I j Die Erklarung, da(3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

PH Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung (siehe Feld li). 



2. 
3. 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Ertindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehGrde festgesetzt. Der 
L_j Anmelder kann der BehcVde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X| keine der Abb. 

weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1 ) (Jul! 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I Int 



Internationales Aktenzefchen 



CT/EP 00/09594 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/12 C12N15/11 C07K14/475 C07K16/22 
601N33/577 C12Q1/68 A61K31/713 A61K38/18 

Nach der Internalionalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHJERTE GEBIETE 



G01N33/68 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K G01N C12Q A61K 



Recherchierie aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, verwendete Suchbegriffe) 

STRAND, EPO-Internal , WPI Data, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



TEMERINAC S ET AL: "CLONING OF PRV-1, A 
NOVEL MEMBER OF THE UPAR RECEPTOR 
SUPERFAMILY WHICH IS OVEREXPRESSED IN 
POLYCYTHEMIA VERA" 

BLOOD, US, W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, VA, 

Bd. 92, Nr. 10, SUPPL. 01, 

15. November 1998 (1998-11-15), Seiten 

426A-Abstrl760, XP000867771 

ISSN: 0006-4971 

Zusammenfassung 

W0 98 50552 A (ZYMOGENETICS INC) 
12. November 1998 (1998-11-12) 
1n der Anmeldung erwahnt 
Selte 81 -Selte 84; Anspruch 16 

-/-- 



1-9,13, 
21-24 



1-9 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamiiie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A' Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnikdefiniert. 
aber nicht als besonders bedeutsam an z use hen 1st 

*E" atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmektedatum verdffentlicht worden ist 

'L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbamng, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht 

'P' Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist 



"T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann altein auf grund dteser Verdffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'Y' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur elnen Fachmann naheliegend ist 

a &* Verdffentlichung, die Mrtgiied derselben Patentfamiiie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



13. Februar 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenbertchts 



23/02/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europatsches Patentamt, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Blanco Urgo1t1 , B 



Formbiatt PCT/ISA^10 (Blatt 2) (Juli 1992) 



I 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ICITANC 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICHTnGESEHENE UNTERLAGEN 



| Internationales Aktenzeichen 

^^PCT/EP 00/09594 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlrch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p.x, 

L 



P,X 



p,x 



P,X 



WO 00 24886 A (PAHL HEIKE 
;UNIVERSITAETSKLINIKUM FREIBURG (DE)) 
4. Ma1 2000 (2000-05-04) 
das ganze Dokument 
(L: Prioritet) 

W0 99 63088 A (BAKER KEVIN ;CHEN JIAN 
(US); GENENTECH INC (US); YUAN JEAN (US); 
G) 9. Dezember 1999 (1999-12-09) 
Abbildungen 249,250 

W0 00 36102 A (FERRARA NAP0LE0NE ; STEWART 
TIMOTHY A (US); DESNOYERS LUC (US); GA0) 
22. Jun1 2000 (2000-06-22) 
Anspruch 2; Abbildung 10 

TEMERINAC SNEZANA ET AL: "Cloning of 
PRV-1, a novel member of the uPAR receptor 
superfamlly, which 1s overexpressed 1n 
polycythemia rubra vera." 
BLOOD, 

Bd. 95, Nr. 8, 

15. April 2000 (2000-04-15), Selten 
2569-2576, XP002159981 
ISSN: 0006-4971 
das ganze Dokument 



1-13, 
21-24 



1-4,8,9 



1-4,8,9 



1-9,13, 
21-24 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortaotzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



r 



# 



INTERNA 



T^J^LER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/09594 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt i 
GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



. | X I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behflrde nicht verpflichtet ist, namlich 



Obwohl die Anspruche 10,14,15 und 18 (In soweit es in vivo Methoden betrifft) 
sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen Korpers 
beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle international Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3-D 



Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitJichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 

Die international Recherchenbehtirde hat festgestelit, daG diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1. T~\ Da der Anmeider alle erforderlichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat t erstreckt sich dieser 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 | I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die BehCrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusalziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



I | Der Anmeider hat die erforderlichen zusatziichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ [ Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichunfl^die zur selben Patentfamilie gehdren 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Pate ntdoku men t 



Datum der 
VerOffentlichung 



Mitglied(er) 
Patentfamilie 



lnt< 

r) der 



Internationales Aktenzeichen 

CT/EP 00/09594 



Datum der 
VerOffentlichung 



WO 9850552 



12-11-1998 



AU 7480198 A 
EP 0991757 A 



27-11-1998 
12-04-2000 



WO 0024886 A 04-05-2000 DE 19849044 A . 27-04-2000 

AU 6088399 A 15-05-2000 



W0 9963088 A 09-12-1999 AU 4328699 A 20-12-1999 

AU 2212299 A 26-07-1999 
W0 9935170 A 15-07-1999 



W0 0036102 


A 


22-06-2000 


AU 


1932000 


A 


03-07-2000 








AU 


1748200 


A 


19-06-2000 








AU 


2192800 


A 


12-07-2000 








AU 




A 


28-09-2000 








AU 


2600800 


A 


28-09-2000 








AU 


3381600 


A 


28-09-2000 








AU 


3514400 


A 


28-09-2000 








AU 


4328699 


A 


20-12-1999 








WO 


0053753 


A 


14-09-2000 








WO 


0053755 


A 


14-09-2000 








WO 


0075327 


A 


14-12-2000 








WO 


0053757 


A 


14-09-2000 








WO 


0053758 


A 


14-09-2000 








WO 


0073454 


A 


07-12-2000 








WO 


0073445 


A 


07-12-2000 








WO 


0073348 


A 


07-12-2000 








WO 


0073452 


A 


07-12-2000 








WO 


0032221 


A 


08-06-2000 








WO 


0037640 


A 


29-06-2000 








WO 


0075316 


A 


14-12-2000 



Fomnblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (Jul i 1092) 



